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Sole sodowe kwasów cholowych jako chiralne  
modyfikatory fazy ruchomej w uk adzie wysokosprawnej 
chromatografii cieczowej 

Bile acid sodium salts as chiral modifiers of mobile phase  
in high performance liquid chromatography  
 
 
Streszczenie: W pracy opisano zastosowanie cholanu sodu i deoksycholanu sodu, jako mody-
fikatorów fazy ruchomej w wysokosprawnej chromatografii cieczowej. W asno ci enancjosepa-
racyjne micelarnych faz chiralnych dla optycznie czynnych pochodnych binaftyli: fosforanu- 1,1’- 
-binaftylo-2,2’-diylu oraz 1,1’-binaftylo-2,2’-diolu. Zbadano proces adsorpcji cholanu i deoksy-
cholanu sodu na fazie C18. Zbadano wp yw st enia i typu surfaktantu, jak równie  rodzaj i st -
enie dodatku organicznego (n-alkohol) na proces rozpoznania chiralnego przez badane uk ady 

micelarne. 
 
S owa kluczowe: pochodne binaftyli, rozdzielenie chiralne, cholan sodowy, deoksycholan so-
dowy, chiralne fazy ruchome, micelarna chromatografia cieczowa 
 
Abstract: In the paper the application of sodium cholate and sodium deoxycholate as modifiers 
of mobile phase in high performance liquid chromatography was described. Enantioseparation 
properties of micellar chiral phases were studied for optically active derivatives of binaphthyls: 
1,1 -binaphthyl-2,2 -diyl hydrogenphosphate and 1,1 -binaphthalene-2,2 -diol. The process of 
adsorption of sodium cholate and sodium deoxycholate on C18 phase was studied. The influ-
ence of type and concentration of surfactant as well as type and concentration of organic addi-
tive (n-alcohol) on process of chiral recognition was investigated. It has been found that enantio-
recognition of bile salts micelle increase with the increase of the chain length of n-alcohol.  
 
Key words: binaphthyl derivatives, chiral separation, sodium cholate, sodium deoxycholate, 
chiral mobile phases, micellar liquid chromatography 

 
 

1. Wst p 
 (Introduction) 
 

Micelarna chromatografia cieczowa (ang. Micellar Liquid Chromato-
graphy, MLC) stanowi alternatywn  technik  w stosunku do wysokosprawnej 
chromatografii cieczowej faz odwróconych (RP-HPLC). W przeciwie stwie 
do klasycznej techniki RP-HPLC wodno-organiczna faza ruchoma zast pio-
na jest wodnym roztworem surfaktantu o st eniu powy ej krytycznego 
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punktu micelarnego (CMC). Faz  stacjonarn  stanowi , podobnie jak  
w uk adzie RP-HPLC, chemicznie zwi zane z mikroporowat  krzemionk  
a cuchy w glowe o ró nej d ugo ci np. C2, C8, C18.  

Zastosowanie miceli jako modyfikatorów fazy ruchomej po raz pierw-
szy zosta o opisane w 1980 roku przez Armstronga i Henry’ego [1]. Autorzy 
wykorzystali z powodzeniem wodny roztwór SDS do rozdzielenia mieszaniny 
fenoli i w glowodorów aromatycznych. Od tamtej pory nast pi  rozwój tech-
niki co uwidacznia si  we wzro cie liczby publikacji oraz artyku ów przegl -
dowych [wydanie specjalne Journal of Chromatography A 1997, vol. 780],  
w tym równie  pozycji ksi kowych [2, 3]. Obecnie w technice MLC wyko-
rzystuje si  wiele surfaktantów m.in. CTAB, Brij 35, Titron X-100, SDS.  

W porównaniu z klasyczn  metod  RP-HPLC modyfikacja fazy ru-
chomej i fazy stacjonarnej prowadzi do wzrostu ró norodno ci oddzia ywa . 
W MLC mamy do czynienia z oddzia ywaniami o charakterze elektrostatycz-
nym, hydrofobowym oraz przestrzennym. Dzi ki temu mo liwe jest jedno-
czesne rozdzielenie mieszaniny cz steczek na adowanych i oboj tnych, jak 
równie  moleku  nierozpuszczalnych w roztworach wodnych.  

Do najcz ciej stosowanych chiralnych surfaktantów w metodzie MLC 
nale  sole kwasów cholowych. Wzrost st enia surfaktantu w fazie ruchomej 
powoduje wzrost lepko ci fazy, co wymusza zastosowanie mniejszego przep y-
wu fazy, a tym samym wyd u a czas analizy. W przypadku cholanów w zakresie 
st e  20-150 mM wzrost lepko ci fazy jest niewielki, dzi ki czemu mo liwe jest 
stosowanie typowych przep ywów charakterystycznych dla techniki HPLC [4]. 
Dodatkow  zalet  cholanów jest ich transparento  w zakresie wiat a widzial-
nego, co ma to istotne znaczenie w doborze sposobu detekcji [5].  

Podobnie jak dla liniowych surfaktantów achiralnych w przypadku cho-
lanów zaobserwowano adsorpcje surfaktantu na powierzchni fazy stacjonar-
nej. Hinze [4] badaj c w asno ci deoksycholanu sodu jako dodatku do fazy 
ruchomej, wyznaczy  i  ilo  zaadsorbowanego surfaktantu na jeden gram 
fazy C18 le y w zakresie 80-149 mg. Wyznaczona wielko  jest porówny-
walna z otrzymanymi przez Borgerdinga [6, 7] dla surfaktantów liniowych ta-
kich jak SDS, CTAB, Brij-35. Adsorpcja cholanów na fazie stacjonarnej jest 
procesem odwracalnym. Badaj c rozdzielanie mieszanin achiralnych zwi z-
ków hydrofobowych Hinze [4] zauwa y , e dodatek rozpuszczalnika orga-
nicznego poprawia efektywno  rozdzielenia oraz symetryczno  pików. 
Najlepsze wyniki uzyska  dla alkoholi o redniej d ugo ci a cucha w glowe-
go (butanol, pentanol). Wp yw dodatku organicznego na rozdzielenie chiral-
ne w literaturze opisane jest bardzo skromnie. Brak jest ca o ciowych da-
nych opisuj cych efekt dodatku na proces rozpoznania chiralnego. 

Obok rozdzia ów mieszanin izomerów strukturalnych m.in. metyloindo-
lu, witaminy D, na micelarnej fazie ruchomej z cholanem uzyskano równie  
rozdzia y stereoizomerów m.in. estriolu, Dns-DL-aminokwasów [4, 5] oraz 
pochodnych binaftyli [8]. Na podstawie przeprowadzonych analiz, wnioskuje 
si  e uk ady micelarne soli kwasów cholowych wykazuj  najwi ksz  zdol-
no  rozpoznania chiralnego w stosunku do moleku  posiadaj cych centra 
chiralne blisko g ównych grup funkcyjnych np. pier cienia aromatycznego [9] 
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oraz cz steczek o chiralno ci aksjalnej [5]. Szczególnie istotne jest to  
z punktu widzenia rozdzielania zwi zków chiralnych o zahamowanej rotacji 
do których nale  pochodne binaftyli. Powszechnie u ywane cyklodekstryny, 
ze wzgl du na do  du  pojemno  luki, nie zawsze znajduj  zastosowanie 
w enancjoseparacji tej klasy analitów i w tym aspekcie rozpoznania chiral-
nego sole kwasów cholowych mog  by  ich doskona ym zamiennikiem. 

Badania dotycz ce zastosowania soli kwasów cholowych jako mody-
fikatorów fazy ruchomej zrealizowano w uk adzie wysokosprawnej chroma-
tografii cieczowej. Pionierskie badania w tym temacie wykona  Hinze w la-
tach dziewi dziesi tych [4, 5]. Opisane w literaturze dane s  jednak 
niesystematyczne i niewystarczaj ce do charakterystyki chiralnych cholano-
wych faz ruchomych. 
 

2. Cz  eksperymentalna 
 (Experimental) 
 
Aparatura 
(Apparatus) 

Pomiary przeprowadzono na chromatografie cieczowym firmy Knauer 
(Berlin, Niemcy) wyposa onym w pomp  Mini-Star K-501 oraz detektor ze 
zmienna d ugo ci  fali UV K-2501. Dozownik wyposa ony by  w p tl  o ob-
j to ci 1 l.  

Kolumn  termostatowano w termostacie firmy Knauer (Berlin, Niem-
cy). Sygna  z detektora zbierano za pomoc  programu EUROCHROM 2000 
dostarczonego przez firm  Knauer (Berlin, Niemcy). 
 
Charakterystyka kolumny 
(Column characteristic) 

Do bada  stosowano komercyjn  kolumn  Luna C18(2) o wymiarach 
250 x 1.0 mm, rozmiar ziarna 5 m, firmy Phenomenex (Torrance, CA, 
USA). Masa fazy stacjonarnej wynosi a 0,1143 g, powierzchnia w a ciwa fa-
zy stacjonarnej wynosi a 400 m

2
/g, pokrycie fazy wynosi o 3,0 mol/m

2
. 

Przep yw fazy ruchomej by  sta y i wynosi  0.04 ml/min. Pomiary wy-
konywano w temperaturze pokojowej.  

Zaadsorbowane na fazie stacjonarnej cholany desorbowano 80% 
wodnym roztworem metanolu. Czas przemywania wynosi  rednio 8 h. 
 
Odczynniki i substancje badane 
(Chemicals and studied compounds) 

Do rozdzielania stereoizomerów zwi zków modelowych, jako eluenty 
stosowano wodne roztwory surfaktantów z dodatkiem rozpuszczalnika orga-
nicznego. N-butanol, n-heksanol i n-oktanol pochodzi y z firmy POCH (Gliwi-
ce, Polska). N-pentanol i n-heptanol wyprodukowano w firmie BDH (Poole, 
Wielka Brytania). Metanol pochodzi  z firmy Lab-Scan (Dublin, Irlandia). Cho-
lan sodowy, deoksycholan sodowy, (R)-(+)- 1,1’-Binaftylo-2,2’-diol, (S)-(–)-  
-1,1’-Binaftylo-2,2’-diol, (-)-Fosforan-(R) - 1,1’-binaftylo-2,2’-diylu oraz (+)-Fos- 
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foran-(S) - 1,1’-binaftylo-2,2’-diylu pochodzi y z firmy Fluka (Buchs, Szwajca-
ria). Wzory strukturalne badanych zwi zków przedstawiono w tabeli 1. 
 
Tabela 1. Wzory strukturalne badanych zwi zków 
Table 1. Structural formulae of investigated compounds 
 

Nazwa Wzór strukturalny 

(R)-(+)- 1,1’-Binaftylo-2,2’-diol 
OH

OH

 

(S)-(–)- 1,1’-Binaftylo-2,2’-diol 
OH

OH

 

(-)-Fosforan-(R) - 1,1’-binaftylo-2,2’-diylu  P

O

O

O

OH

 

(+)-Fosforan-(S) - 1,1’-binaftylo-2,2’-diylu  P

O

O

O

OH

 

 
U yte odczynniki by y o stopniu czysto ci cz.d.a. Substancje badane 

rozpuszczano w metanolu. 
W celu wyznaczenia obj to ci wolnej kolumny stosowano metanolowy 

roztwór uracylu. Roztwory eluentów s czono przez filtry membranowe nylo-
nowe o wielko ci porów 0.45 m (Supelco, USA). 
 

3. Wyniki i dyskusja 
 (Results and discussion) 
 
Badanie adsorpcji cholanów na fazie stacjonarnej C18 
(The study of adsorption of cholates on stationary phase C18) 

Do g ównych w asno ci cz steczek amfifilowych nale : mo liwo  
tworzenia struktur micelarnych w roztworach wodnych oraz adsorpcja fi-
zyczna moleku  na powierzchni mi dzyfazowej. Adsorpcja soli kwasów cho-
lowych na fazach stacjonarnych jest ubogo opisana w literaturze. Informacja 
ta jest jednak niezb dna do przeprowadzenia planowanych eksperymentów. 
Jak wiadomo adsorpcja surfaktantów na fazach stacjonarnych w uk adzie 
RP, zale y nie tylko od typu amfifila, ale równie  od rodowiska np. dodat-
ków organicznych, temperatury.  
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Na rys. 1 zamieszczono otrzyman  krzyw  przej cia dla 100 mM 
wodnego roztworu cholanu sodu (NaC). Czas retencji substancji niezatrzy-
mywanej na kolumnie wynosi  2.2 min. 

 

 
Rys. 1.  Chromatograficzna krzywa przej cia dla wodnego roztworu 100 mM NaC; warunki: de-

tekcja UV 210 nm, przep yw fazy ruchomej: 0.04 ml/min, temp: 25
o
C, kolumna: RP-18 

(5 m) 250 x 1.0 mm i.d. 
Fig. 1.  Chromatographic breakthrough curve for 100 mM NaC solution; conditions: detection 

UV 210 nm, flow rate 0.04 ml/min, temp. 25
o
C 

 
Przedstawiona krzywa adsorpcji cholanu na fazie stacjonarnej jest 

podobna do otrzymanej przez Hu [10] dla zwitterjonowych surfaktantów  
o budowie planarnej (CHAPS, CHAPSO). W przebiegu krzywej zauwa ono 
trzy etapy. W pierwszym (0-4 min.), pomimo przej cia eluentu przez kolum-
n , sygna  z detektora pozosta  niezmieniony. Sugeruje to, e ca y surfaktant 
zawarty w fazie ruchomej uleg  adsorpcji na fazie C18. Znaj c st enie sur-
faktantu, przep yw fazy ruchomej oraz mas  wype nienia kolumny wyzna-
czono przybli on  mas  zaadsorbowanego surfaktantu w pierwszym etapie. 
Obliczona masa zaadsorbowanego surfaktantu na 1 g wype nienia kolumny 
wynosi a ok. 58.6 mg. W drugim etapie (4-6.5 min) zaobserwowano wzrost 
warto ci sygna u detektora (absorbancji), co sugeruje obecno  cholanu so-
du w fazie ruchomej. Wzrost ten jednak jest nieznaczny i wiadczy o tym, e 
stan równowagi nie zosta  osi gni ty i proces adsorpcji nadal post puje. Po 
ok. 7 min na krzywej przej cia NaC zanotowano ostry pik. Wydaje si , e 
obserwowany nag y wzrost i spadek sygna u mo e wynika  z niehomoge-
niczno ci fazy ruchomej na wyj ciu z kolumny. Po ok. 75 min absorbancja 
osi gn a warto  sta , równ  absorbancji roztworu wej ciowego. Dalsze 
przemywanie fazy stacjonarnej wodnym roztworem cholanu sodu nie wp y-
n o na proces adsorpcji surfaktantu. Zak adaj c, i  adsorpcja surfaktantu 
nast puje w pierwszym i drugim etapie, obliczona masa zaadsorbowanego 
cholanu sodu na 1 g wype nienia kolumny LUNA C18(2) wynosi a 99.7 mg. 

Analogiczn  krzyw  przej cia uzyskano dla wodnego roztworu deok-
sycholanu sodu (NaDC) (rys. 2).  
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Rys. 2.  Chromatograficzna krzywa przej cia dla wodnego roztworu 100 mM NaDC; warunki: 

detekcja UV 210 nm, przep yw fazy ruchomej: 0.04 ml/min, temp: 25
o
C, kolumna: RP-

18 (5 m) 250 x 1.0 mm i.d. 
Fig. 2.  Chromatographic breakthrough curve for 100mM NaDC solution; conditions: detection 

UV 210 nm, flow rate 0.04 ml/min, temp. 25
o
C 

 
Czas retencji substancji niezatrzymywanej na kolumnie wynosi   

2.2 min. W przypadku roztworu NaDC obliczona masa surfaktantu, osadzo-
na na fazie C18 w pierwszym (ok. 114 mg/g) oraz drugim etapie przemywa-
nia, jest dwukrotnie wy sza (ok. 185 mg/g) ni  dla roztworu bardziej polar-
nego NaC. Po ok. 105 min, sygna  detektora osi gn  warto  sta , co 
wiadczy o ustaleniu si  stanu równowagi procesu adorpcja/desorpcja. 

Otrzymane wielko ci zaadsorbowanego NaDC pozostaj  w zgodzie z wyni-
kami otrzymanymi przez Hinze [4]. Wyznaczona przez autorów ilo  zaad-
sorbowanego surfaktantu NaDC na jeden gram fazy C18, w zale no ci od 
sk adu fazy ruchomej oraz temperatury, le a a w zakresie 80-149 mg. 
Otrzymane wy sze warto ci adsorpcji mog  wynika  z dwóch czynników: in-
nej struktury ziaren z o a oraz uproszczonej idei obliczeniowej (za o ono, e 
obsadzenie w pierwszym i drugim etapie przebiega w 100%). 

Obok krzywych przej cia z roztworów wodnych NaC oraz NaDC, zare-
jestrowano równie  przyk adowe zale no ci dla roztworów z dodatkiem 1% 
v/v rozpuszczalnika organicznego w ró nych st eniach surfaktantu. Nale y 
podkre li , e w przypadku metanolu i propanolu, u yte st enie modyfika-
tora by o poni ej jego rozpuszczalno ci (S) w wodzie, za  dla alkoholu d u-
go a cuchowego n-heptanolu powy ej S (H2O) (tabela 2). 

 
Tabela 2. Rozpuszczalno  wybranych alkoholi w wodzie 
Table 2. Solubility of selected alcohols in water 
 

MeOH n-PeOH n-HepOH 

S (H2O) [g/100g]  2,4 0,1 
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Zarówno zmiana st enia amfifila jak i dodatek modyfikatora orga-
nicznego nie wp yn y na zmian  profilu krzywej. Tabela 3 zawiera uzyskane 
wyniki adsorpcji.  

Otrzymane dane pozostaj  w zgodno ci z opublikowanymi przez Ber-
thod’a [11] dla surfaktantów liniowych, sugeruj c zale no  procesu adsorp-
cja/desorpcja od dodanego n-alkoholu. Zgodnie z przewidywaniem w badanym 
uk adzie dodatek rozpuszczalnika organicznego zredukowa  ilo  zaadsorbo-
wanego surfaktantu na fazie stacjonarnej. Wi ksze obsadzenie deoksychola-
nem sodu fazy stacjonarnej uzyskano dla roztworów z dodatkiem 1% metanolu 
ni  1% n-pentanolu. Adsorpcja alkanolu oraz surfaktantu na fazie C18 s  proce-
sami konkurencyjnymi. Alkohol o d ugim a cuchu w glowym jest silnie adsor-
bowany na fazie stacjonarnej, przez to mo e zmienia  organizacj  a cuchów 
C18 i ogranicza  adsorpcj  surfaktantu. Alkohole krótko a cuchowe (C1-C3) 
wykazuj  jedynie tendencj  do zwil ania fazy stacjonarnej, bez zmiany orientacji 
a cuchów C18 [12]. Ze wzgl du na ma e st enie dodatku organicznego w fa-
zie, efekt solwatacji cz steczki surfaktantu mo e by  pomini ty. 

 
Tabela 3.  Wp yw st enia surfaktantu na proces adsorpcji na fazie stacjo-

narnej C18 
Table 3.  The influence of surfactant concentration on adsorption process 

on stationary phase C18 
 

Faza ruchoma 
Masa zaadsorbowanego surfaktantu na 1 g 

wype nienia kolumny [mg] 

Cholan sodu 

0,08 M + 4% v/v PeOH 91,9 

0,09 M+ 4% v/v PeOH 91,0 

0.1 M 99,7 

Deoksycholan sodu 

0,07 M+ 3% v/v MeOH 182,8 

0,08 M+ 3% v/v MeOH 182,8 

0,09 M+ 3% v/v MeOH 182,0 

0.1 M 185,5 

0,1 M + 1% v/v HepOH 182,0 

0,1 M + 1% v/v PeOH 166,2 

0,1 M + 3% v/v MeOH 178,5 

 
Ciekawy rezultat otrzymano dla 1% n-heptanolu w uk adzie 100 mM 

deoksycholanu sodu. W tym przypadku ilo  zaadsorbowanego NaDC jest 
niewiele mniejsza ni  dla niemodyfikowanego wodnego roztworu surfaktan-
tu. Sugeruje to, e dla st enia powy ej S (H2O), alkohol d ugo a cuchowy 
wnika do wn trza miceli, przez co tylko nieliczne moleku y n-heptanolu 
obecne s  w fazie obj to ciowej roztworu (czego nie mo na powiedzie   
o alkoholach C1-C5). Dysocjacja uk adu zagregowanego, prowadzi do ob-
sadzenia fazy C18 monomerami surfaktantu, które z kolei na skutek samo-
organizacji mog  tworzy  na powierzchni fazy agregaty zewn trzne. W przy-
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padku roztworu NaDC z dodatkiem n-heptanolu, ilo  zaadsorbowanego al-
koholu nie wp yn a w znacz cy sposób na obsadzenie fazy C18 surfaktan-
tem (znaczna przewaga wolnych cz steczek amfifila w stosunku do wolnych 
moleku  modyfikatora organicznego). 

W pomiarach st eniowych nie zaobserwowano znacz cych ró nic  
w ilo ci zaadsorbowanego NaC lub NaDC na fazie stacjonarnej (tabela 3). 
Potwierdza to za o enie, e wybrany do bada  zakres st e  cholanów 
znajduje si  powy ej punktu CMC, a zatem w roztworze obecne s  zagre-
gowane uk ady surfaktantu.  

Z fazy stacjonarnej cholany desorbowano za pomoc  80% roztworu 
MeOH. Ca kowit  desorpcj  warstwy obserwowano po czasie ok. 120 min. 

Powy sze dane wykorzystano jako ciowo do planowania warunków pro-
wadzenia kolejnych eksperymentów. Na podstawie uzyskanych informacji usta-
lono optymalny czas przemywania micelarn  faz  ruchom  z o a kolumny, po-
trzebny do nasycenia fazy stacjonarnej monomerami surfaktantu (4 h).  

 
Wp yw d ugo ci a cucha alkilowego n-alkoholu  
na enancjoselektywno  badanych uk adów cholanowych 
(The influence of n-alcohol alkyl chain length on enantioselectivity  
of studied cholate systems) 

Zwi zkami modelowymi w badaniach w asno ci enancjoseparacyjnych 
cholanowych faz ruchomych by y atropoizomery fosforanu- 1,1’-binaftylo-2,2’- 
-diylu (BNDHP) oraz 1,1’-binaftylo-2,2’-diolu (BN). Badania prowadzono w tem-
peraturze 25

0
C. W warunkach przeprowadzanych eksperymentów (pH 7.8-8.1) 

moleku y BN wyst powa y jako cz steczki oboj tne (pKa1=9.04, pKa2=10.90 
[13]), za  izomery BNDHP by y ca kowicie zjonizowane (pKa bliskie 1.12 [14]). 
Wyznaczone podstawowe parametry chromatograficzne: wspó czynnik retencji 
(k), wspó czynnik rozdzielnia ( ), rozdzielczo  pików (Rs) pos u y y do opisu 
procesu enancjoseparacji badanych uk adów surfaktantów. 

 
Rys. 3.  Chromatogramy (R)-BNDHP otrzymane w uk adzie 0.1 M NaC 1% (v/v) dodatkiem n-OctOH 

(a), n-HepOH (b), n-HexOH (c), n-PeOH (d), oraz bez dodatku rozpuszczalnika organiczne-
go (e); warunki: przep yw 0.04 ml/min, temp. 25

0
C, kolumna C18 (5 m) 250 x 1.0 mm i.d. 

Fig. 3.  Chromatograms of (R)-BNDHP obtained in systems 0.1 M NaC 1% (v/v) with addition of  
n-OctOH (a), n-HepOH (b), n-HexOH (c), n-PeOH (d), and without addition of organic solvent 
(e); conditions: flow rate 0.04 ml/min, temp. 25

0
C, column C18 (5 m) 250 x 1.0 mm i.d. 
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Na rys. 3 przedstawiono przyk ady zarejestrowanych chromatogra-
mów dla izomeru (R)- fosforanu- 1,1’-binaftylo-2,2’-diylu w uk adzie 0.1 M 
roztworu cholanu sodu z 1% v/v dodatkiem n-alkoholu.  

Z przytoczonych przyk adów wynika, e czasy retencji uzyskane dla  
R- BNDHP na cholanowej fazie ruchomej z 1% dodatkiem n-HexOH, n-HepOH 
oraz n-OctOH s  du o krótsze ni  w roztworze niemodyfikowanym. Analogiczn  
tendencj  redukcji czasów retencji otrzymano dla pozosta ych izomerów cz ste-
czek modelowych. Zak adaj c potrójny model oddzia ywa  zaproponowany 
przez Armstronga [15], sugeruje to przesuni cie sta ej równowagi procesu  
w kierunku micelarnej fazy ruchomej. Du e powinowactwo moleku  BN oraz 
BNDHP do w glowodorowej fazy stacjonarnej uniemo liwi o rejestracj  chroma-
togramów bez dodatku amfifila w fazie ruchomej (zbyt d ugi czas retencji nawet 
w 40% roztworze MeOH). Uzyskane wyniki mia y s u y  jako warto ci odniesie-
nia dla analogicznych uk adów z dodatkiem amfifila w formie zagregowanej (dla 
uk adów >50% MeOH obserwowano proces deagregacji). 

W celu porównania wp ywu dodatku n-alkoholu na proces enancjosepa-
racji wyznaczono wspó czynniki retencji k, wspó czynniki rozdzielenia  oraz 
rozdzielczo ci pików Rs dla modelowych cz steczek izomerów. Wyznaczone 
warto ci przedstawiono w tabeli 4. Na niemodyfikowanym alkoholem roztworze 
NaC uzyskane warto ci k s  du o ni sze dla izomerów BNDHP ni  BN. Efekt 
ten najprawdopodobniej wynika z ró nic w budowie i w a ciwo ciach fizyko-
chemicznych obu moleku . W przeciwie stwie do BN, BNDHP jest moleku  
bardziej sztywn  i w badanych warunkach obdarzon  adunkiem ujemnym. 
Prawdopodobnym wydaje si  zatem, e ni szy wspó czynnik retencji uzyskany 
dla moleku  BNDHP wynika z efektu elektrostatycznego odpychania z faz  sta-
cjonarn  pokryt  anionowym surfaktantem. W przypadku oboj tnej moleku y 
BN, brak jest oddzia ywa  o charakterze elektrostatycznym.  

 
Tabela 4.  Wp yw rozpuszczalnika organicznego (1% v/v) na wspó czynniki 

retencji k, zdolno  rozdzielcz  Rs oraz wspó czynnik rozdziele-
nia  dla izomerów BNDHP oraz BN; warunki: 0.1 M NaC, prze-
p yw 0.04 ml/min, detekcja UV 254 nm, temp. 25°C, kolumna C18 
(5 m) 250 x 1.0 mm i.d. 

Table 4.  Influence of organic solvent (1% v/v) on retention factor k, resolu-
tion factor Rs and separation factor  for isomers BNDHP and 
BN; conditions: 0.1 M NaC, flow rate 0.04ml/min, detection UV 
254 nm, temp. 25°C, column C18 (5 m) 250 x 1.0 mm i.d. 

 
BNDHP BN 0.1 M 

NaC kR kS  Rs kR kS  Rs 

H2O 3,70 3,70 1,00 0,00 52,95 37,59 1,41 1,60 

MeOH 4,20 4,20 1,00 0,00 59,88 42,73 1,40 1,54 

n-BuOH 3,67 3,67 1,00 0,00 38,02 28,03 1,36 1,70 

n-PeOH 3,22 3,03 1,06 0,17 26,27 21,75 1,21 1,45 

n-HexOH 2,78 2,37 1,17 0,33 13,41 12,16 1,10 0,53 

n-HepOH 2,34 1,94 1,21 0,52 13,19 12,05 1,10 0,37 

n-OctOH 1,91 1,58 1,21 0,44 14,79 13,12 1,13 0,56 
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Na podstawie uzyskanych wyników zauwa ono, e zarówno dla mo-
leku  BNDHP jak i BN w uk adzie 1% MeOH nast powa  wzrost wspó czyn-
ników retencji w stosunku do roztworu odniesienia. Efekt ten mo na t uma-
czy  wzrostem powinowactwa badanych moleku  do fazy stacjonarnej. 
Cz steczki MeOH wyst puj  g ównie w fazie obj to ciowej roztworu i wp y-
waj  na zmian  polarno ci oraz si y jonowej roztworu. W stosunku do fazy 
stacjonarnej wykazuj  jedynie tendencj  do zwil ania. Niemniej jednak nie 
mo na wykluczy  ich wp ywu na u o enie zaadsorbowanego surfaktantu na 
fazie stacjonarnej tzw. architektur  fazy stacjonarnej.  

Analiza wyników dla pozosta ych badanych alkanoli wykaza a, e wy-
d u enie a cucha w glowego w cz steczce modyfikatora wp ywa o na spa-
dek warto ci k dla badanych cz steczek modelowych. W przypadku izome-
rów BNDHP obserwowana redukcja wspó czynników retencji dla n-alkoholi 
C5-C8 ma charakter liniowy (rys. 4). Najwi kszy spadek uzyskano na fazie 
ruchomej z dodatkiem 1% v/v oktanolu. 

 
Rys. 4.  Zale no  wspó czynników retencji dla izomerów BNDHP w funkcji liczby atomów w -

gla w a cuchu alkilowym n-alkoholu (1% v/v) w uk adzie cholanu sodu (NaC) 
Fig. 4.  The relation of retention factor for isomers of BNDHP versus the number of carbon at-

oms in the alkyl chain of n-alcohol (1% v/v) for sodium cholate system (NaC) 

 
Na niemodyfikowanym uk adzie 0.1 M NaC dla izomerów BNDHP nie 

zaobserwowano rozró nienia chiralnego. Separacj  atropoizomerów BND-
HP uzyskano dopiero na fazach z 1% dodatkiem alkoholu o liczbie atomów 
w gla powy ej 4. Bez wzgl du na rodzaj modyfikatora, jako pierwszy z ko-
lumny eluowany by  izomer o konfiguracji S. Ponadto zauwa ono, e im 
d u szy a cuch w glowy n-alkoholu, tym wi ksza jest zdolno  rozdzielcza 
pików. Spadek warto ci Rs dla fazy z dodatkiem oktanolu wynika ze wzrostu 
asymetryczno ci piku. 
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Dla atropoizomerów oboj tnego 1,1’-binaftylo-2,2’-diolu (BN) (rys. 5), 
zaobserwowano, e na eluentach z dodatkiem n-alkoholu C6-C8, k osi ga 
warto  w przybli eniu sta . Wraz z redukcj  wspó czynników retencji dla 
izomerów BN, zaobserwowano spadek zdolno ci rozdzielczej uk adu. Wy-
znaczona zale no  jest odwrotna w porównaniu do uzyskanej dla cz ste-
czek BNDHP. W tym przypadku przesuni cie równowagi procesu w kierunku 
micelarnej fazy ruchomej zmniejsza enecjoselektywno  uk adu w stosunku 
do badanych moleku . Podobnie jak dla atropoizomerów BNDHP silniej z mi-
celami NaC oddzia ywa  izomer o konfiguracji S. 

 
Rys. 5.  Zale no  wspó czynników retencji dla izomerów BN w funkcji liczby atomów w gla  

w a cuchu alkilowym n-alkoholu (1% v/v) w uk adzie cholanu sodu (NaC) 
Fig. 5.  The relation of retention factor for isomers of BN versus the number of carbon atoms  

in the alkyl chain of n-alcohol (1% v/v) for sodium cholate system (NaC) 

 
Zak adaj c mo liwo  oddzia ywania analitu z uk adem zagregowa-

nym w fazie ruchomej (oddzia ywania elektrostatyczne, wi zania wodorowe, 
oddzia ywania o charakterze hydrofobowym), wielko  spadku wspó czynni-
ków retencji jest miar  oddzia ywania pomi dzy surfaktantem a substancj  
badan . Im wi kszy spadek warto ci k, tym silniejsze oddzia ywanie pomi -
dzy surfaktantem w fazie ruchomej a analitem. Cz steczki alkoholu modyfi-
kuj  zarówno powierzchni  fazy stacjonarnej jak i micele w fazie ruchomej. 
Ze wzgl du na taki sam adunek na cz steczkach BNDHP i NaC, wzmoc-
nienie procesu rozpoznania chiralnego po czone ze spadkiem warto ci k 
t umaczy  mo na wzrostem oddzia ywa  stereoselektywnych mi dzy anali-
tem a chiralnym uk adem micelarnym w fazie ruchomej, zmodyfikowanym 
cz steczkami rozpuszczalnika organicznego. Im d u szy alkohol tym wi k-
sze jego powinowactwo do miceli i prawdopodobnie wi ksza modyfikacja 
struktury uk adu zagregowanego. Ponadto nale y pami ta  o procesie od-
dzia ywania rozpuszczalnika z moleku ami zaadsorbowanego surfaktantu. 
Przesuni cie równowagi procesu w kierunku micelarnej fazy ruchomej wyni-
ka  mo e ze wzrostu polarno ci fazy stacjonarnej, b d cym wynikiem sorp-
cji alkanolu na modyfikowanej surfaktantem fazie. Dla wszystkich badanych 
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cz steczek modelowych obserwowane by y znaczne spadki wspó czynników 
retencji. Silniejszym zatem wydaje si  by  oddzia ywanie pomi dzy analitem 
a micel  ni  analitem a faz  stacjonarn . W zale no ci jednak od budowy 
analitu oddzia ywanie charakteryzowa a ró na enancjoselektywno . Od-
dzia ywanie pomi dzy cz steczkami BN a modyfikowan  alkanolem micel  
NaC by o du o mniej stereosektywne ni  w przypadku izomerów BNDHP. 
Wzrost d ugo ci a cucha w glowego dodatku wp ywa  bowiem na spadek 
zdolno ci rozdzielczej uk adu. Sugeruje to, e w przypadku izomerów BN  
w procesie enancjoseparacji atropoizomerów szczególn  rol  odgrywa faza 
stacjonarna. Ograniczenie powierzchni kontaktu z cholanow  faz  sta  
zmniejsza o zdolno  rozpoznania chiralnego uk adu.  

W celu porównania dwóch soli kwasów cholowych analogiczne po-
miary przeprowadzono dla uk adu 0.1 M deoksycholanu sodu (NaDC). Na 
rys. 6 przestawiono przyk adowe chromatogramy uzyskane dla izomeru  
S-BNDHP na badanych uk adach NaDC. Ze wzgl du na ograniczon  roz-
puszczalno  oktanolu w wodnym roztworze deoksycholanu sodu pomiarów 
nie przeprowadzono dla eluentu o sk adzie 1% v/v OctOH / 0.1 M NaDC.  

 
Rys. 6.  Chromatogramy (S)-BNDHP otrzymane w uk adzie 0.1 M NaDC z 1% (v/v) n-HexOH 

(a), n-PeOH (b), BuOH (c) oraz bez dodatku rozpuszczalnika organicznego (d); warun-
ki: przep yw 0.04 ml/min, temp. 25

o
C, kolumna C18 (5 m) 250 x 1.0 mm i.d. 

Fig. 6.  Chromatograms of (S)-BNDHP obtained in systems 0.1 M NaDC with 1% (v/v),  
n-HexOH (a), n-PeOH (b), BuOH (c) and without addition of organic solvent (d); condi-
tions: flow rate 0.04 ml/min, temp. 25

o
C, column C18 (5 m) 250 x 1.0 mm i.d. 

 

Podobnie jak dla przedstawionego izomeru S-BNDHP, równie  dla 
pozosta ych cz steczek modelowych zaobserwowano skrócenie czasów re-
tencji wraz ze wzrostem a cucha alkilowego w cz steczce modyfikatora or-
ganicznego. W tabeli 5 umieszczono wyznaczone warto ci wspó czynników 
retencji k, wspó czynników rozdzielenia  oraz rozdzielczo ci pików Rs dla 
badanych zwi zków.  
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Tabela 5.  Wp yw rozpuszczalnika organicznego (1% v/v) na wspó czynniki 
retencji k, zdolno  rozdzielcz  Rs oraz wspó czynnik rozdziele-
nia  dla izomerów BNDHP oraz BN; warunki: 0.1 M NaDC, 
przep yw 0.04 ml/min, detekcja UV 254 nm, temp. 25°C, kolumna 
C18 (5 m) 250 x 1.0 mm i.d. 

Table 5.  The influence of organic solvent (1% v/v) on retention factor k, 
resolution factor Rs and separation factor  for isomers BNDHP 
and BN; conditions: 0.1 M NaDC, flow rate 0.04 ml/min, detection 
UV 254 nm, temp. 25°C, column C18 (5 m) 250 x 1.0 mm i.d. 

 
BNDHP BN 0.1 M 

NaDC kR kS  Rs kR kS  Rs 

H2O 4.13 4.95 1.20 0.18 23.00 21.18 1.11 0.21 

MeOH 3.94 4.88 1.24 0.20 22.65 20.94 1.08 0.20 

n-BuOH 3.85 4.51 1.17 0.16 21.48 19.93 1.08 0.16 

n-PeOH 3.13 3.44 1.10 0.12 17.36 15.80 1.09 0.17 

n-HexOH 2.80 2.79 1.00 0.00 12.22 11.38 1.07 0.12 

n-HepOH 2.65 2.57 1.04 0.00 10.68 10.07 1.06 0.00 

 
Na podstawie uzyskanych wyników zauwa ono, e dodatek organicz-

ny obni a  k dla wszystkich cz steczek modelowych w stosunku do eluentu 
odniesienia (100% H2O/NaDC). Im d u szy a cuch alkilowy w molekule roz-
puszczalnika, tym ni sze warto ci wspó czynników retencji dla cz steczek 
modelowych. Dla izomerów BNDHP wielko ci uzyskanych wspó czynników 
retencji by y porównywalne z otrzymanymi w uk adzie cholanu sodu.  
W przypadku natomiast atropoizomerów BN warto ci k uzyskane na niemo-
dyfikowanym roztworze NaDC, s  prawie dwukrotnie ni sze ni  dla analo-
gicznej fazy z NaC (tabela 4). Sugeruje to wi ksze powinowactwo moleku  
BN do mniej polarnych miceli NaDC ni  NaC obecnych w fazie ruchomej. 

Na rysunkach 7 i 8 przedstawiono otrzymane zale no ci k w funkcji 
d ugo ci a cucha w glowego alkoholu odpowiednio dla izomerów BNDHP 
oraz BN w uk adzie soli kwasu deoksycholowego. Obie krzywe charaktery-
zuje podobny przebieg. Dla alkoholi krótko a cuchowych (C 4) redukcja k  
w stosunku do uk adu odniesienia jest niewielka. Znacz cy spadek k zauwa-
ono dla faz z dodatkiem alkoholu o C 5. Najwi ksz  redukcj  warto ci k 

odnotowano na fazie ruchomej z dodatkiem n-heptanolu.  
Wyznaczone spadki wspó czynników retencji s  mniejsze w stosunku 

do uzyskanych na analogicznej fazie z NaC. Wydaje si  zatem, e wp yw 
rozpuszczalnika na proces oddzia ywania analitu z micelami NaDC jest 
s abszy. Niemniej jednak dodatek rozpuszczalnika organicznego przesuwa  
równowag  procesu w kierunku micelarnej fazy ruchomej. Oddzia ywanie 
analitu ze zmodyfikowanymi cz steczkami rozpuszczalnika micelami NaDC 
charakteryzowa a jednak niska stereoselektywno . Wraz z wyd u eniem 
a cucha alkilowego n-alkoholu odnotowano spadek wspó czynników selek-
tywno ci oraz rozdzielczo ci pików dla obu badanych par izomerów w uk a-
dzie NaDC. Najlepsze wyniki enancjoseparacji uzyskano w niemodyfikowa-
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nym uk adzie NaDC. Jako pierwszy z pary atropoizomerów BNDHP oraz BN 
eluowany by  odpowiednio izomer R-BNDHP oraz S-BN. W stosunku zatem 
do fazy ruchomej z NaC, zaobserwowano odwrócenie kolejno ci wymywa-
nych izomerów BNDHP. wiadczy to o silniejszym powinowactwie izomeru 
R-BNDHP do miceli NaDC.  

 

 
Rys. 7.  Zale no  wspó czynników retencji dla izomerów BNDHP w funkcji liczby atomów  

w gla w a cuchu alkilowym n-alkoholu w uk adzie deoksycholanu sodu 
Fig. 7.  The relation of retention factor for isomers of BNDHP versus the number of carbon  

atoms in the alkyl chain of n-alcohol (1% v/v) for sodium deoxcholate system (NaDC) 

 
Rys. 8.  Zale no  wspó czynników retencji dla izomerów BN w funkcji liczby atomów w gla  

w a cuchu alkilowym n-alkoholu w uk adzie deoksycholanu sodu 
Fig. 8.  The relation of retention factor for isomers of BN versus the number of carbon atoms  

in the alkyl chain of n-alcohol (1% v/v) for sodium deoxcholate system (NaDC) 

 
Ciekawie przedstawia  si  przypadek separacji izomerów BNDHP  

w uk adzie NaDC. W tym przypadku wyd u enie a cucha w glowego w do-
datku organicznym wp yn o na zmian  enancjoselektywno ci uk adu. Na 
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fazach z 1% dodatkiem alkoholi C1-C5 jako pierwszy eluowa  izomer o kon-
figuracji R. Dla 1% dodatku n-heksanolu (C6) obserwowano koelucj  atropo-
izomerów BNDHP. Zamiana modyfikatora na 1% v/v n-heptanol (C7) wp y-
n a natomiast na zamian  kolejno ci wymywania izomerów. W tym 
przypadku izomer S-BNDHP mia  ni szy wspó czynnik retencji i wymywany 
by  jako pierwszy z pary R/S.  

Ze wzgl du na ma  sprawno  uk adu, zdolno ci rozdzielcze pików 
by y bardzo niskie (tabela 5). W badanych warunkach nie uda o si  zareje-
strowa  chromatogramów z rozdzielonymi pikami mieszaniny izomerów.  
Zarówno dla pary atropoizomerów BN oraz BNDHP, zdolno  rozdzielcza 
pików nie osi gn a warto ci wi kszej ni  0.2. Wy sze warto ci wspó czyn-
ników rozdzielenia uzyskano dla izomerów BNDHP. Porównuj c zdolno  
rozró nienia chiralnego cholanu i deoksycholanu sodu w stosunku do cz -
steczek modelowych w temperaturze 25

0
C, lepsze wyniki uzyskano w uk a-

dzie z cholanem sodu. 
 
Wp yw st enia modyfikatora organicznego na proces rozró nienia  
chiralnego w badanych uk adach cholanowych 
(The influence of concentration of organic modifier on chiral  
recognition process in studied cholate systems) 

Do bada  wp ywu st enia modyfikatora organicznego na proces 
enancjoseparacji atropoizomerów w uk adzie NaC (100 mM) oraz NaDC 
(100 mM), wybrano dwa alkohole: metanol (MeOH) i n-pentanol (PeOH). 
Cz steczk  metanolu wybrano ze wzgl du na nieograniczon  rozpuszczal-
no  w roztworze wodnym oraz fakt, e w roztworze micelarnym znajduje si  
w obj to ciowej fazie roztworu. 

W przeciwie stwie do metanolu, n-pentanol nale y do alkoholi  
o ograniczonej rozpuszczalno ci w wodzie, które wbudowuj  si  w struktur  
miceli. Uzyskane wcze niej wyniki w uk adach NaC oraz NaDC z 1% v/v 
MeOH lub 1% v/v n-PeOH, wykaza y zdolno  rozró nienia chiralnego  
w stosunku do badanych cz steczek modelowych. 

Na rys. 9 przedstawiono zale no  odwrotno ci wspó czynników re-
tencji w funkcji st enia metanolu (CMeOH%) dla izomerów BNDHP oraz BN  
w uk adzie cholanu sodu. Wp yw MeOH na retencj  obu par izomerów jest 
ró ny. Dla cz steczek BNDHP zaobserwowano nietypowy przebieg zale -
no ci. W zakresie st e  MeOH 1-20%, wraz ze wzrostem st enia dodatku 
w fazie micelarnej obserwowano wzrost wspó czynników retencji. Moleku y 
analitu by y ch tniej zatrzymywane na fazie stacjonarnej ni  transportowane 
przez micele NaC w fazie ruchomej modyfikowanej cz steczkami MeOH. 
Powy ej st enia 20% MeOH zaobserwowano odwrócenie tendencji. Efektu 
tego nie zaobserwowano dla moleku  BN. Dla atropoizomerów BN w ca ym 
zakresie badanego st enia MeOH (1-40%) obserwowano spadek wspó -
czynników retencji wraz ze wzrostem st enia modyfikatora w fazie rucho-
mej. Podobnie jak dla izomerów BNDHP, wykres 1/k vs st enie MeOH  
w zakresie 1-20% opisa  mo na zale no ci  liniow , o dodatnim nachyleniu 
dla izomerów BN i ujemnym dla izomerów BNDHP. Odst pstwo od liniowo-
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ci na fazach o wy szej zawarto ci metanolu sugeruje zmian  mechanizmu 
retencji procesu. Najprawdopodobniej na skutek wzrostu si y jonowej eluentu 
oraz cz ciowej deagregacji uk adu micelarnego (wzrost CMC, spadek st -
enia miceli w fazie), równowaga procesu przesuni ta zosta a w kierunku 

metanolowej fazy obj to ciowej.  
 

 
Rys. 9.  Wp yw st enia MeOH na odwrotno  wspó czynnika retencji dla zwi zków modelo-

wych w uk adzie 0.1 M NaC; warunki: detekcja UV 254 nm, przep yw 0.04 ml/min, temp. 
25°C, kolumna C18 (5 m) 250 x 1.0 mm i.d. 

Fig. 9.  The influence of MeOH concentration on the reversal of retention factor of model com-
pounds in 0.1 M NaC system; conditions: detection UV 254 nm, flow rate 0.04 ml/min, 
temp. 25°C, column C18 (5 m) 250 x 1.0 mm i.d. 

 

Niezale nie od st enia metanolu w badanym uk adzie, jako pierwszy 
z pary izomerów BNDHP oraz BN wymywany by  odpowiednio izomer R 
oraz izomer S. W przypadku pary izomerów BNDHP wzrost st enia meta-
nolu generowa  i wzmacnia  proces enancjoseparacji. Obserwowano wzrost 
rozdzielczo ci pików. Odwrotny efekt zauwa ono dla moleku  BN. W tym 
przypadku wzrost st enia MeOH wp ywa  na skrócenie czasów retencji, po-
gorszenie wspó czynnika rozdzielenia oraz spadek rozdzielczo ci pików. 

Na rys. 10 graficznie przedstawiono uzyskane wyniki dla atropoizome-
rów BNDHP oraz BN w uk adzie 0.1 M NaC/n-PeOH. W tym przypadku dla 
obu par izomerów zaobserwowano, e wraz ze wzrostem st enia n-PeOH 
nast powa  spadek wspó czynników retencji. Jako pierwszy z pary izomerów 
wymywany by  S-BNDHP oraz S-BN. W stosunku zatem do fazy z dodat-
kiem MeOH nast pi a zmiana kolejno ci wymywanych atropoizomerów 
BNDHP. Dla izomerów BNDHP otrzymana zale no  1/k vs CPeOH%  w ca ym 
zakresie badanego st enia PeOH odbiega od liniowo ci. wiadczy to  
o z o onym, nieliniowym wp ywie modyfikatora na proces oddzia ywania 
pomi dzy surfaktantem a analitem. W przypadku izomerów BN dla st e  
pentanolu w zakresie jego rozpuszczalno ci w wodzie ( 3%), otrzymano za-
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le no  w przybli eniu liniow . Dla st enia powy ej rozpuszczalno ci  
w wodzie (4%), zaobserwowano odst pstwo od liniowo ci. Najprawdopo-
dobniej ma to zwi zek z modyfikacj  uk adu micelarnego przez a cuchy al-
kilowe alkoholu, a tym samym zmian  sta ej równowagi procesu oddzia y-
wania pomi dzy analitem a micel .  

 

 
Rys. 10.  Wp yw st enia PeOH na odwrotno  wspó czynnika retencji dla zwi zków modelo-

wych w uk adzie 0.1 M NaC; warunki: detekcja UV 254 nm, przep yw 0.04 ml/min, 
temp. 25°C, kolumna C18 (5 m) 250 x 1.0 mm i.d. 

Fig. 10.  The influence of PeOH concentration on the reversal of retention factor of model com-
pounds in 0.1 M NaC system; conditions: detection UV 254 nm, flow rate 0.04 ml/min, 
temp. 25°C, column C18 (5 m) 250 x 1.0 mm i.d. 

 
Wp yw cz steczek PeOH na proces enancjoseparacji dla par izome-

rów BNDHP oraz BN jest podobny jak w przypadku MeOH. Wzrost st enia 
PeOH w fazie ruchomej poprawia  wspó czynnik rozdzielenia dla izomerów 
BNDHP i pogarsza  dla izomerów BN. Ma a warto  Rs dla izomerów BND-
HP na fazie z dodatkiem 4% v/v PeOH wynika a ze wzrostu asymetrii pików.  

Wp yw st enia MeOH oraz PeOH na proces rozdzielenia izomerów 
BN i BNDHP w uk adzie 0.1 M deoksycholanu sodu (NaDC) przedstawiono 
na rys. 11 i 12. Bez wzgl du na rodzaj modyfikatora zaobserwowano, e 
wraz ze wzrostem st enia alkoholu w fazie ruchomej spada warto  wspó -
czynnika retencji badanych izomerów. W adnym z badanych uk adów nie 
odnotowano wzrostu warto ci wspó czynnika retencji dla izomerów BNDHP. 
Podobnie jak dla cholanowej fazy ruchomej, w zakresie st e  MeOH  
1-20%, zaobserwowano liniow  zale no  1/k vs. CMeOH%. 30% dodatek 
MeOH wp ywa  na nieliniowy spadek wspó czynnika retencji BN i BNDHP  
w badanym uk adzie deoksycholanu sodu. Efekt ten widoczny by  równie  
na fazach z NaC i najprawdopodobniej wynika ze wzrostu si y jonowej eluen-
tu i przesuni cia równowagi w kierunku fazy wodno-organicznej.  
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Rys. 11.  Wp yw st enia MeOH na odwrotno  wspó czynnika retencji dla zwi zków modelo-

wych w uk adzie 0.1 M NaDC; warunki: detekcja UV 254 nm, przep yw 0.04 ml/min, 
temp. 25°C, kolumna C18 (5 m) 250 x 1.0 mm i.d. 

Fig. 11.  The influence of MeOH concentration on the reversal of retention factor of model 
compounds in 0.1 M NaDC system; conditions: detection UV 254 nm, flow rate  
0.04 ml/min, temp. 25°C, column C18 (5 m) 250 x 1.0 mm i.d. 

 

 
Rys. 12.  Wp yw st enia PeOH na odwrotno  wspó czynnika retencji dla zwi zków modelo-

wych w uk adzie 0.1 M NaDC; warunki: detekcja UV 254 nm, przep yw 0.04 ml/min, 
temp. 25°C, kolumna C18 (5 m) 250 x 1.0 mm i.d. 

Fig. 12.  The influence of PeOH concentration on the reversal of retention factor of model com-
pounds in 0.1 M NaDC system; conditions: detection UV 254 nm, flow rate  
0.04 ml/min, temp. 25°C, column C18 (5 m) 250 x 1.0 mm i.d. 
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Deoksycholanowa faza ruchoma modyfikowana cz steczkami MeOH 
wykazywa a znaczn  enancjoselektywno  w stosunku do izomerów BND-
HP. Warto ci wspó czynników rozdzielnia by y wy sze ni  na analogicznych 
fazach z cholanem sodu. Gorsze wyniki rozdzielenia uzyskano natomiast dla 
izomerów BN. Podobnie jak w uk adzie cholanu sodu, wzrost st enia Me-
OH wzmacnia  proces enancjoseparacji dla izomerów BNDHP i os abia  dla 
cz steczek BN. 

Uk ad z NaDC modyfikowany cz steczkami PeOH wykazywa  du o 
gorsz  zdolno  rozpoznania chiralnego w stosunku do analogicznych faz  
z NaC. Zwi kszenie st enia PeOH w fazie ruchomej wp ywa o na spadek 
enancjoselektywno ci uk adu w stosunku do izomerów BN jak i BNDHP.  
W badanym zakresie st e  PeOH (1-3%) zarówno dla izomerów BNDHP 
jak i BN zaobserwowano liniow  zale no  odwrotno ci wspó czynników re-
tencji 1/k w funkcji st enia PeOH w fazie ruchomej. 

Bez wzgl du na rodzaj modyfikatora organicznego w uk adzie deok-
sycholanu sodu jako pierwszy z pary izomerów BNDHP wymywany by  izo-
mer o konfiguracji R, natomiast z pary BN atropoizomer o konfiguracji S. 

 
Wp yw st enia cholanu sodu i deoksycholanu sodu  
na chromatograficzne zachowanie si  izomerów zwi zków modelowych  
(The influence of sodium cholate and sodium deoxycholate  
on chromatographic behaviour of model compounds isomers) 

Aby okre li  charakter oddzia ywania pomi dzy analitem a badanym 
uk adem micelarnym cholanu sodu (NaC) lub deoksycholanu sodu (NaDC) 
przeprowadzono pomiary st eniowe. W tym celu wykonano seri  faz rucho-
mych o st niach surfaktantów: 0.1 M, 0.09 M, 0.08 M oraz 0.07 M. U yte mi-
celarne fazy ruchome wzbogacono o 3% dodatek rozpuszczalnika organiczne-
go. Modyfikatorem faz z NaC by  pentanol, za  faz z NaDC metanol. St enie  
i rodzaj dodatku dobrane by y w ten sposób, aby badane uk ady surfaktantów 
wykazywa y enancjoselektywno  w stosunku do cz steczek modelowych oraz 
aby sam dodatek nie wp ywa  na budow  miceli w fazie ruchomej.  

Otrzymane parametry chromatograficzne dla cz steczek modelowych 
przedstawiono w tabeli 6. Na podstawie zestawionych wyników zauwa ono, e 
wraz ze wzrostem st enia NaC w fazie ruchomej dla izomerów BN obserwo-
wano spadki warto ci wspó czynników retencji i wzrost enancjoselektywno  
uk adu. Dla izomerów BNDHP w zakresie st e  0.07 – 0.09 M nie zaobserwo-
wano znacz cych ró nic w warto ciach wyznaczonych wspó czynników retencji. 
Na fazie z 0.1 M NaC zaobserwowano natomiast ok. 20% spadek k. Na rys. 13 
przedstawiono zale no ci odwrotno ci wspó czynników retencji dla izomerów 
BNDHP oraz BN w funkcji ca kowitego st enia NaC. W badanym zakresie st -
e  prezentowane zale no ci nie s  liniowe. Nieliniowo  mog a wynika  z pro-

cesu reorganizacji uk adu micelarnego (m.in. zmiany rozmiaru i/lub kszta tu mi-
celi). Zmiany te nie mia y jednak znacz cego wp ywu na zdolno  rozpoznania 
chiralnego przez uk ad. Wraz ze wzrostem st enia NaC dla izomerów BN za-
obserwowano bowiem nieznaczny wzrost wspó czynników rozdzielenia  oraz 
zdolno ci rozdzielczej pików Rs. Dla izomerów BNDHP w badanym zakresie 



 M. Kowalczyk, M. Asztemborska  

Camera Separatoria  Vol. 3, No 1/2011 

180 

st e   pozosta a niezmieniona, a Rs nieznacznie wzrós . Zmniejszenie roz-
dzielczo ci pików na fazie 0.1 M NaC zwi zane by o ze wzrostem asymetrycz-
no ci pików. 

 
Tabela 6.  Wp yw st enia cholanu sodu oraz deoksycholanu sodu na para-

metry chromatograficzne; warunki: detekcja UV 254 nm, przep yw 
0.04 ml/min, temp. 25°C, kolumna C18 (5 m) 250 x 1.0 mm i.d. 

Table 6.  The influence of sodium cholate and sodium deoxycholate con-
centrationon on chromatographic parameters; conditions: UV de-
tection 254 nm, flow rate 0.04 ml/min, temp. 25°C, kolumna C18 
(5 m) 250 x 1.0 mm i.d. 

 
BNDHP BN 

 
kR kS  Rs kR kS  Rs 

NaC+ 3% v/v PeOH 

0,07 M 2,49 2,11 1,18 0,67 15,24 14,00 1,08 0,64 

0,08 M 2,5 2,12 1,18 0,69 14,42 13,19 1,09 0,69 

0,09 M 2,43 2,03 1,19 0,70 13,13 11,92 1,10 0,73 

0,10 M 1,92 1,61 1,19 0,49 10,12 9,07 1,11 0,70 

NaDC+ 3% v/v MeOH 

0,07 M 5,35 6,78 1,26 0,40 31,85 30,59 1,04 0,15 

0,08 M 4,85 6,02 1,24 0,30 29,69 27,67 1,07 0,15 

0,09 M 4,37 5,30 1,21 0,20 25,88 24,03 1,07 0,19 

0,10 M 3,96 4,88 1,23 0,20 23,17 21,53 1,07 0,17 

 

 
Rys. 13.  Zale no  odwrotno ci wspó czynników retencji od st enia cholanu sodu dla izome-

rów BNDHP oraz BN; warunki: detekcja UV 254 nm, przep yw 0.04 ml/min, temp. 
25°C, kolumna C18 (5 m) 250 x 1.0 mm i.d. 

Fig. 13.  The relation of reversal of retention factor versus sodium cholate concentration for 
isomers of BNDHP and BN; conditions: detection UV 254 nm, flow rate 0.04 ml/min, 
temp. 25°C, column C18 (5 m) 250 x 1.0 mm i.d. 
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Wyniki uzyskane w uk adzie deoksycholanu sodu s  podobne do 
otrzymanych na fazach z NaC (tabela 6). Wzrost st enia deoksycholanu 
sodu wp yn  na redukcj  wspó czynników retencji zwi zków modelowych. 
W przeciwie stwie do fazy z NaC, spadek obserwowany jest w ca ym zakre-
sie badanych st e  NaDC zarówno dla izomerów BN jak i BNDHP. Wzrost 
st enia NaDC nie wp yn  w znacz cy sposób na enancjoselektywno c 
uk adu. Na rys. 14 przedstawiono zale no ci 1/k w funkcji ca kowitego st -
enia deoksycholanu sodu. W porównaniu z zale no ciami otrzymanymi  

w uk adzie z NaC dla BN oraz BNDHP, zaobserwowano zmian  przebiegu 
zale no ci. Odwrotno  wspó czynników retencji jest liniow  funkcj  st e-
nia deoksycholanu sodu o dodatnim stopniu nachylenia prostej.  

 
Rys. 14.  Zale no  odwrotno ci wspó czynników retencji od st enia deoksycholanu sodu dla 

izomerów BNDHP oraz BN; warunki: detekcja UV 254 nm, przep yw 0.04 ml/min, 
temp. 25°C, kolumna C18 (5 m) 250 x 1.0 mm i.d. 

Fig. 14.  The relation of reversal of retention factor versus sodium deoxycholate concentration 
for isomers of BNDHP and BN; conditions: detection UV 254 nm, flow rate  
0.04 ml/min, temp. 25°C, column C18 (5 m) 250 x 1.0 mm i.d. 

 
Armstrong i Stine [16] badaj c oddzia ywanie analitu z uk adem mice-

larnym w zale no ci od sposobu wi zania, zaproponowali podzia  substancji 
na trzy klasy: (i) wi ce z micelami, (ii) nie oddzia uj ce z uk adem zagre-
gowanym oraz (iii) wypychane z uk adu micelarnego. Zgodnie z równaniem 
4.8 dla substancji wi zanej przez micele, nachylenie prostej przyjmuje war-
to  dodatni  (KWM>0), za  dla wypychanej z uk adu micelarnego warto  
ujemn  (KWM<0). Anality dla których wzrost st enia surfaktantu nie wp ywa 
na zmian  wspó czynników retencji (KWM=0) nie oddzia uj  z uk adem mice-
larnym. Powy sze rozwa ania odnosz  si  do liniowych zale no ci st e-
niowych. Analogiczne rozwa ania przeprowadzi  mo na dla zale no ci 
kwadratowych. Zgodnie z powy sz  klasyfikacj  izomery BNDHP oraz BN 
nale  do moleku  oddzia uj cych z uk adem micelarnych cholanu sodu oraz 
deoksycholanu sodu. Dla wszystkich bowiem badanych moleku  otrzymane 
zale no ci 1/k vs. Csurfaktantu w ca ym zakresie badanych st e  maj  nachy-
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lenie dodatnie. Ciekawie przedstawia si  zale no  dla izomerów BNDHP  
w uk adzie cholanu sodu. Dla st e  NaC z zakresu 0.07-0.09 M, wspó -
czynniki retencji izomerów BNDHP tylko nieznacznie ró ni  si  mi dzy sob . 
Mog oby to sugerowa , e ujemnie na adowane moleku y BNDHP nie od-
dzia uj  z micelami. Nale y jednak pami ta , e faza C18 pokryta by a za-
adsorbowanymi moleku ami NaC. W przypadku braku powinowactwa anala-
litu zarówno do micelarnej fazy ruchomej jak modyfikowanej fazy 
stacjonarnej, nale a oby spodziewa  si  wymywania izomerów BNDHP  
w obj to ci substancji nie zatrzymywanej na kolumnie. Uzyskane wyniki do-
wiadczalne tego nie potwierdzaj  (k>0). Sugeruj  natomiast, e pomimo ta-

kiego samego adunku na analicie i surfaktancie, dzi ki oddzia ywaniom  
o charakterze hydrofobowym moleku y BNDHP oddzia uj  z micelami NaC. 

 

4. Podsumowanie 
 (Conclusions) 
 

Na podstawie uzyskanych wyników stwierdzono m.in., e: 
1.  Adsorpcja soli sodowych kwasów cholowych na fazie C18 przebiega  

w podobny sposób jak w uk adach klasycznych liniowych surfaktantów. 
Na ilo  zaadsorbowanego surfaktantu istotny wp yw ma st enie i rodzaj 
modyfikatora organicznego. Dodatek rozpuszczalnika organicznego 
zmniejsza ilo  zaadsorbowanego amfifila na fazie stacjonarnej. 

2.  Badane izomery cz steczek modelowych oddzia uj  w fazie ruchomej  
z micelami cholanu i deoksycholanu sodu. 

3.  Wzrost d ugo ci a cucha w glowego w dodatku organicznym wp ywa na 
przesuni cie równowagi procesu rozdzielenia w kierunku micelarnej fazy 
ruchomej.  

4.  Dodatek organiczny w istotny sposób wp ywa na zdolno  rozpoznania 
chiralnego przez cz steczki cholanu sodu. Im d u szy a cuch w glowy 
dodatku n-alkoholu, tym wi ksza jest zdolno  uk adu do enancjosepara-
cji cz steczek BNDHP. 

5.  W odró nieniu od zjonizowanych izomerów BNDHP, proces rozpoznania 
chiralnego oboj tnych moleku  BN w uk adzie NaC zachodzi g ównie na 
modyfikowanej surfaktantem fazie stacjonarnej 

6.  Dodatek modyfikatora organicznego do faz z NaDC ma mniejszy wp yw na 
proces oddzia ywania pomi dzy analitem a micel  ni  w uk adzie z NaC.  

  Wzrost st enia modyfikatora organicznego w fazie ruchomej wp y-
wa na przesuni cie równowagi w kierunku fazy micelarnej lub fazy wod-
no-organicznej. Kierunek procesu ci le zale y od natury i st enia do-
datku w fazie (dok adniej: stosunku liczby moli alkoholu do liczby moli 
amfifila). Zbyt du e st enia modyfikatora prowadzi do deagregacji uk a-
du micelarnego i zaniku zdolno ci rozpoznania chiralnego w stosunku do 
badanych moleku . 

7.  Micele mniej polarnego deoksycholanu sodu s  lepszymi selektorami chi-
ralnymi dla cz steczek BNDHP. Dla cz steczek BN lepszymi selektorami 
okazuj  si  by  micele cholanu sodu.  
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